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血中では蛋白分解酵素は proenzyme として存在するか，あるいは protease inhibitor と結合して存
在するため，酵素活性を示さない。従ってこれを測定するためには免疫学的測定法に頼らざるを得ない。
さて radioimmunoassay (RI A )の標識抗原としては高度に精製された酵素が必要であり，通常は
affinity chromatography を用いて活性型の蛋自分解酵素が精製されている。ところが，標識抗原が活
性型であるため，乙の RIA 系で血中の酵素量を測定すると，標識抗原が血中の protease inhibitor と
結合し，一部その阻害をうける。しかしこの結合が蛋白分解酵素を測定するための RIA の精度や測定
値にどのように影響するか，ほとんど知られていない。
本研究ではまず trypsin をモデルとして，血中の trypsin を RIAで測定する場合に標識抗原の活性
問害物質が trypsin の免疫活性にどのような影響をおよぼすか，見かけ上の測定値がどのように変化す
るかを明らかにする。ついで標識抗原として酵素活性を阻害した trypsin および chymotrypsin を用い




ヒト騨液より Ohlsson の方法に準じて精製した trypsin を chloramine T 法によって標識した。得
られた標識 trypsin を 6 分し， その一つを対照として活性阻害を行わず，残りについてその活性基を①
aprotinin,(phenylmethylsulfonyl fluoride(PMSF),(N-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone 
-210-
CTLCK)，④ α1-antitrypsin Cα1AT) ，⑤bovine serumで、阻害した。乙れらを正常血清に混じて，ヒト
血中の α2寸nacroglobulinおよびα1AT と結合しない乙とにより，活性基が回害されている乙とを証明
した。
活性型 125 I-trypsinおよび①~⑤の不活性型 125 1-trypsin を標識抗原とし，家兎にて作成した抗血清
を10 4倍希釈したものを用いてRIA系を確立した。
正常血清20検体の各 RIA 系による測定値の検討では，標識抗原として不活性型の 125 1 -trypsin を用
いた RIA 系では測定値は① 26.1 ng/me , ( 28.2ng/me , ( 26.4 ng/me , ( 32.9ng /me , ( 36.4 
ng/me であるのに対し，活性型125 1 -trypsin を用いた RIA 系では 202ng/me と高値であった。
標識抗原が不活性型の RIA 系では不活性型 trypsin の回収率は約 100 %であった。これに反して標識
抗原が活性型の RIA 系では回収率は 398'""-' 556 ~ぢと高値であった。
一方 aprotininで、不活化した trypsin の RIA系で見た交文免疫活性は活性型 trypsin を100 労とすると，
これを不活性化すると①~④は 93.7%'""-'74.5 %，⑤は 54.5 %と低下した。また標識抗原として活性型 1戸I
-trypsin を用いた RIA 系の Bo/T を 5阪とした場合，不活性型 125 1_ trypsm の RIA系の Bo/T は
46.2'"-' 37.4%であった。しかし測定内および測定間変動の検討では不活性型の RIA 系に比し，活性型
の RIA 系の CV値は大きかった。以上より血中 trypsin 測定のためのRIA系では標識抗原の酵素活性
を不活性化しておかないと， RIA で測定した血中濃度が血中に存在する酵素量を反映しえないことが明
らかとなった。
2) trypsin および chymotrypsin の RIA系の確立とその基礎的検討
前述の aprotininー凶 1 -trypsin を標識抗原として trypsin の RIA系を確立した。またヒト陣液より
Ohlsson の方法に準じて精製した chymotrypsin の酵素活性を PMSFで間害し，これをBolton& Hunter 
の万法で標識した。抗血清は家兎により作成し 5X 1Q 3倍希釈のものを使用し RIA 系を確立した。
両 RIA系とも得られた標準曲線は良好な用量反応相関を示し， ヒト血清， ヒト体液希釈曲線ともよく平
行した。
特異性の検討では，いずれの RIA 系とも他の醇酵素や動物血清と交叉性を示さなかった。 確立した
RIA 系の精度および再現性ともに良好であった。これらの RIA 系で trypsin は 6. 3'"-' 400 ng / mi' , 
chymotrypsin は 6.3'""-' 5000 ng/me の範囲で血中濃度の測定が可能であった。
3) 各種疾患患者における血中 immunoreactive trypsin (I RT)量と immunoreactive chymotrypsin 
(I RCT) 量の変動
IRTの血中正常値は 27.0 :.t7.3 ng /meCn =64 )であり， IRCT では 37.5 土 19.6 ng/me(n=23) で
あった。急性停炎では IRT は 435 土 566ng/meCn=35) ， IRCT は 449 土 605ng/meCn= 20)と高値を
示した。正常人および各種疾患における IRT と IRCT には有意の正の相関 C r=0.78, n=91 , P<O.Ol ) 
がみられたが，測定値が高値の症例では，両者の値に解離がみられた。
(総括)




2) 不活性型の標識酵素は活性型のものに比べてその免疫活性はやや低下したが， RIA 系の精度はむし
ろ良好となった。
3) aprotinin で活性を阻害した trypsin ，および PMSFで活性を阻害した chymotrypsin を標識抗原と
して RIA系を確立した。血中正常値は IRT が 27.0 ::t 7.3ng/ mt', IRCTが 37.5 土 19.6ng/mt'であった。




とがどの様に重要であるかを検討した。そして実際に aprotinin を活性阻害物質とした trypsin の RIA
系および PMSFを活性阻害物質とした chymotrypsin の RIA系を確立し，その基礎的検討と各種疾患に
おける変動を検討したものである。梓酵素の免疫学的測定を臨床に応用するために意義ある研究である
と考える。
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